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摘要： 旨在探讨胆碱缺乏和补充胆碱对奶牛肝细胞脂滴形成的影响及其机制。 试验用 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的非酯化脂肪酸 （ ｎｏｎ－ｅｓｔｅｒｉｆｉｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ，
ＮＥＦＡ） 处理奶牛肝细胞 ２４ ｈ， 建立肝细胞脂滴积聚模型； 在缺乏胆碱时及使用不同浓度胆碱对细胞进行处理， 采用油红 Ｏ 染色观察细胞脂滴的

大小和数量的变化， 薄层色谱法测定磷脂含量， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞自噬相关蛋白表达水平。 结果： 在胆碱缺乏培养基中， 肝细胞的脂滴含量和

直径显著增大， 添加 １５、 ３０ 和 ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 胆碱后， 脂滴的大小随着胆碱浓度的增加而逐渐减小， 脂滴平均直径分别为 １􀆰 ９８、 １􀆰 ６８ 和 １􀆰 ５４ μｍ；
与对照组相比， 磷脂酰胆碱和磷脂酰乙醇胺的含量随胆碱浓度的增加而显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 补充胆碱可激活奶牛肝细胞自噬， 自噬标志物

ＬＣ３－Ⅱ ／ ＬＣ３－Ⅰ蛋白比例显著升高， Ｐ６２ 蛋白的表达水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 综上， 缺乏胆碱可引起奶牛肝细胞脂滴直径增大， 而补充胆碱可

逆转脂滴的这一表型， 细胞磷脂和自噬可能在其中发挥调控作用。
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　 　 奶牛围产期通常指奶牛从分娩前 ３ 周到分娩后 ３
周［１］。 由于围产期内饲料摄入减少， 奶牛无法满足

其维持和哺乳的能量需求［２］， 经常会造成奶牛机体

能量负平衡。 为了缓解这种能量亏损， 奶牛会动用其

脂肪储备， 释放大量的非酯化脂肪酸 （ｎｏｎ－ｅｓｔｅｒｉｆｉｅｄ
ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ， ＮＥＦＡ） 进入血液循环， 以满足其生理需

求。 部分 ＮＥＦＡ 虽然能被肝脏摄取进行 β 氧化， 为机

体提供大量能量， 但是过量积累的 ＮＥＦＡ 通过酯化反

应转化为大量的甘油三酯， 引起奶牛脂肪肝［３］， 导

致奶牛的肝功能损伤， 影响奶牛的健康和泌乳性

能［４］。 脂滴 （ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔ， ＬＤ） 是细胞中存储甘油

三酯的细胞器， 主要影响细胞的能量平衡和脂质代

谢。 脂肪肝细胞的表型变化包括脂肪变性， 细胞中积

累数量更多、 尺寸更大的脂滴。 研究发现， 奶牛围产

期的脂肪肝组比正常肝脏组甘油三酯增多， 体外培养

肝脏细胞过表达脂滴蛋白引起脂滴直径明显增大［５］。
因此， 对奶牛肝细胞脂滴形成和大小的研究， 有助于

阐明奶牛脂肪肝的形成机制。
胆碱属于 Ｂ 族维生素， 作为一种动物生长发育

的必需营养素， 胆碱缺乏会增加肝脂质的积累 （脂
肪变性）， 引发肝脏炎症， 并促进非酒精性脂肪肝的

形成［６］。 在奶牛围产期补充过瘤胃胆碱， 可以预防

和减轻奶牛的脂肪肝疾病［７］， 然而胆碱影响奶牛肝

细胞脂滴形成的机制尚不清楚。 因此， 本研究通过奶

牛肝细胞体外添加 ＮＥＦＡ 诱导脂滴积聚， 在胆碱缺乏

培养基培养细胞观察脂滴大小和数量， 再通过补充胆

碱研究其调节奶牛肝细胞脂滴表型的机制， 为生产上

利用胆碱来改善奶牛脂肪肝提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞

奶牛原代肝细胞， 由美国伊利诺伊大学 Ｊｕａｎ Ｊ
Ｌｏｏｒ 博士惠赠。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器

氯化胆碱， 纯度 ９９􀆰 ０％， 购自上海阿拉丁生化

科技股份有限公司； 无胆碱培养基为定制高糖型

ＤＭＥＭ 无氯化胆碱培养基， 购自吉诺生物医药技术

有限公司； 胎牛血清、 ０􀆰 ２５％ ＥＤＴＡ 胰酶， 购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司； 脂肪酸、 油红 Ｏ， 购自北京索莱宝科技

有限公司； 苏木素染液， 购自鼎国公司； 磷脂酰胆碱

（ＰＣ） 和磷脂酰乙醇胺 （ＰＥ）， 购自 ＣＡＴＯ 研究化学

品公司； 甘油三酯试剂盒， 购自普利莱基因技术有限

公司； 超灵敏化学发光检测试剂盒 （ＥＣＬ）， 购自上

海雅酶生物医药科技有限公司； ＲＩＰＡ Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ，
购自中国 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司； β－ａｃｔｉｎ （６６００９－１－ｌｇ） 和

ＬＣ３Ｂ 单克隆抗体 （ ａｂ４８３９４ ） 购于 Ａｂｃａｍ 公司；
Ｐ６２ ／ ＳＱＳＴＭ１ 多克隆抗体 （１８４２０－１－ＡＰ） 以及 ＨＲＰ
偶联的羊抗兔 ＩｇＧ 抗体、 ＨＲＰ 偶联的羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体

均购于 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司。
超灵敏多功能成像仪 （德国 ＧＥ 公司）， ５４１４Ｒ

型台式高速冷冻离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）， 光

学显微镜 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）。
ＮＥＦＡ 储备液 （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 其组成与浓度均与

血清 ＮＥＦＡ 相近， 包括： 油酸 （４􀆰 ３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 亚

油酸 （０􀆰 ４９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 棕榈酸 （３􀆰 １９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 硬

脂酸 （１􀆰 ４４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 棕榈油酸 （０􀆰 ５３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）。
１􀆰 ３　 细胞培养

从液氮罐中取出 １ 支冻存的奶牛肝细胞， 放在

３７ ℃水浴锅中迅速融化， 在无菌操作台将融化好的

细胞转移到 ２ ｍＬ 离心管中， １ １００ ｇ 离心 ３ ｍｉｎ， 弃

掉上清液， 用枪头打散细胞。 将混匀好的细胞移入含

有 １０％ ＦＢＳ 培养基细胞培养板中， 放入 ３７ ℃培养箱

培养。
１􀆰 ４　 细胞分组和处理

所有细胞试验均在培养板上进行， 每组 ４ 孔， 重

复 ３ 次。 细胞在无血清 ＤＭＥＭ 中培养， 加入 ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥＦＡ 处理 １２ ｈ， 以诱导肝细胞脂滴积聚。
随后将细胞在无氯化胆碱培养基中培养， 作为 ０
μｍｏｌ ／ Ｌ 胆碱处理组， 在细胞培养液中胆碱的正常浓

度为 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ， 因此添加 １５、 ３０ 和 ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 氯化

胆碱作为试验处理组。
１􀆰 ５　 ＣＣＫ－８ 法检测细胞活力

收集 ６ 孔板中处于对数期的奶牛肝细胞， 用

７５０ μＬ 胰酶消化 ３ ｍｉｎ， 加入 ７５０ μＬ 培养基终止消

化， ７５０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ４􀆰 ５ ｍｉｎ， 弃去上清液； 加入

１ ｍＬ 培养基制成细胞悬液， 计数。 在 ９６ 孔板中以细

胞密度 ２ × １０４ 个 ／孔左右， 细胞混合液体积为 １００
μＬ ／孔接种； 将 ９６ 孔板置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养箱中

继续培养； 显微镜下观察细胞， 当细胞生长到

７０％～８０％时， 分别加入 ０、 ２５、 ５０、 ７５、 １００ 和 １５０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥＦＡ 刺激， 每个浓度设 ６ 个复孔， 然后置

于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２细胞培养箱中处理 ２４ ｈ。 在检测时

间结束前 ３ ｈ， 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ－８ 试剂， 置于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养箱中孵育。 达到检测时间后， 打

开酶标仪， 将 ９６ 孔板置于其上并在 ４５０ ｎｍ 的波长下

检测每孔的吸光度值并计算细胞活力。 计算公式
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如下：
细胞活力 ＝ （加药组 ＯＤ 值－空白组 ＯＤ 值） ／

（对照组 ＯＤ 值－空白组 ＯＤ 值） × １００％。
１􀆰 ６　 脂滴油红 Ｏ 染色

取出细胞板， 用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 用 ４％多聚甲醛

固定液固定 ２０～３０ ｍｉｎ， 用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次。 加入 ６０％
异丙醇洗 ５ ｍｉｎ， 然后加入新配制的油红 Ｏ 工作液

（油红 Ｏ ∶ 水＝ ３ ∶ ２） 静置 ２０～３０ ｍｉｎ， 丢弃染色液，
ＰＢＳ 洗涤 ２ ～ ５ 次， 直到没有多余的染料溶液。 取出

细胞爬片， 置于载玻片上， 在光学显微镜油透镜下拍

照观察脂肪滴。 利用 Ｃｅｌｌ Ｓｅｎｓ 软件测量脂肪滴直径，
分析处理对脂滴的数量和大小的影响。
１􀆰 ７　 细胞脂质含量测定

细胞培养处理后， 按照甘油三酯试剂盒的具体说

明进行脂质含量检测， 结果用荧光强度表示。
１􀆰 ８　 薄层色谱检测细胞磷脂

按照 Ｆｏｌｃｈ 等［８］方法提取肝细胞中的脂质。 用薄

层层析法 （ＴＬＣ） 测定提取脂中总 ＰＣ 和 ＰＥ 含量。
取下涂好薄层的 ＧＦ２５４ 硅胶板， 放在烘箱中在

１１０ ℃活化 ４０ ｍｉｎ， 用点样器分别取标准 ＰＣ、 ＰＥ 以

及 ０、 １５、 ３０、 ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 氯化胆碱处理组各 ５ μＬ 脂

质提取液在薄层板上点样； 选择规格为 １００ ｍｍ ×
２００ ｍｍ 大小的展开缸， 在展开前用氯仿－甲醇－水

（体积比为 ６５ ∶ ２５ ∶ ４） 分离脂类， 用 ５％磷酸钼乙醇

染色进行检测。 磷脂含量通过与标准 ＰＣ 和 ＰＥ 进行

比较来定量。
１􀆰 ９　 蛋白质印迹法检测细胞蛋白表达

移除培养液收集细胞， 使用康为世纪全蛋白提取

试剂盒和蛋白定量试剂盒提取全蛋白， 具体操作按说

明书进行。 定量完成后， 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ， 随后使用

ＰＶＤＦ 膜进行湿转操作， 室温封闭 ２ ｈ， 过夜 ４ ℃一

抗 （ＬＣ３、 ｐ６２） 孵育， ５％ ＢＳＡ 作为稀释液， 以 １ ∶
５００ 稀释抗体； β－ａｃｔｉｎ 以 １ ∶ ５ ０００ 稀释； 将 ＰＶＤＦ
膜裁剪后置于抗体中， 摇床过夜； 回收一抗， 洗膜

５ ｍｉｎ， ５ 次， 之后于室温孵育羊抗兔或羊抗鼠二抗

（１ ∶ ５ ０００） １􀆰 ５ ｈ， 回收二抗， 洗膜 ５ ｍｉｎ， ５ 次， 最

后用化学发光显色仪检测。
１􀆰 １０　 统计分析

所有数据通过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 进行统计分析。 数据采

用 “平均值±标准差” 表示， 至少有 ３ 个重复， 采用

单因素方差分析和 ｔ 检验进行显著性分析， Ｐ＜０􀆰 ０５
表示两组间有显著差异。

２　 结果

２􀆰 １　 ＮＥＦＡ 诱导奶牛肝细胞脂滴积累模型

为模拟奶牛体内脂肪肝形成环境， 在本试验中首

先建立了 ＮＥＦＡ 诱导的肝细胞脂滴积聚模型。 在培养

基中加入 ２５、 ５０、 ７５、 １００ 和 １５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的

ＮＥＦＡ 处理奶牛肝细胞 ２４ ｈ， 通过油红 Ｏ 染色， 观察

细胞内脂滴形成情况 （图 １Ａ）。 结果发现， 奶牛肝

细胞内脂滴平均直径在 ０ ～ １５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥＦＡ 处理下

呈剂量依赖性增加 （图 １Ｂ）， 在 ２５、 ５０、 ７５、 １００ 和

１５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥＦＡ 处理下， 胆碱补充组的脂滴平均直

径分别为 ０􀆰 ６５、 ０􀆰 ７９、 １􀆰 １１、 １􀆰 ６５ 和 １􀆰 ７０ μｍ， 说

明外源添加 ＮＥＦＡ 增加了奶牛肝细胞中脂滴的大小。
ＣＣＫ－ ８ 细胞活力检测发现， 当 ＮＥＦＡ 作用时间为

２４ ｈ， 随着 ＮＦＥＡ 浓度的升高细胞活力逐渐减低； 当

ＮＥＦＡ 浓度高于 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 细胞增殖明显受到

抑制， 导致大量细胞死亡 （图 １Ｃ）， 说明 ＮＥＦＡ 可以

降低细胞活力， 并与作用浓度有关。 综合油红 Ｏ 和

ＣＣＫ－８ 的结果表明， 在不影响细胞活力的情况下，
５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮＥＦＡ 对细胞脂滴作用最为明显， 因

此， 后续试验选用 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥＦＡ 处理奶牛肝细胞

２４ ｈ 来诱导形成脂滴积累模型。
２􀆰 ２　 胆碱缺乏对奶牛肝细胞脂滴的影响

将奶牛肝细胞在 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥＦＡ 以及胆碱缺乏

培养基中培养 ２４ ｈ， 经过油红染色后结果如图 ２ 所

示。 与正常 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥＦＡ 处理组 （ＣＯＮ） 相比，
胆碱缺乏组 （ＣＤ） 细胞中的脂质含量和细胞脂滴的

大小显著增高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 这一结果表明， 胆碱缺乏

可以引起肝脏细胞的脂质含量增多， 脂滴的直径

变大。
２􀆰 ３　 补充胆碱对奶牛肝细胞脂滴的影响

随着胆碱补充浓度的升高， 脂滴小型化趋势显

著， 小脂滴比例逐步上升， 大脂滴比例显著下降

（图 ３Ａ、 Ｂ）； 脂滴平均数量整体呈增加的趋势 （图
３Ｃ）， 而脂滴平均直径呈下降趋势 （图 ３Ｄ）。 这一结

果表明， 补充胆碱可引起奶牛肝细胞内脂滴的表型变

化， 使脂滴直径变小和数量增多， 使大脂滴的比例减

小， 小脂滴比例增加。
２􀆰 ４　 胆碱对奶牛肝细胞磷脂的影响

为了进一步研究胆碱对脂滴生成的调控机制， 试

验通过薄层色谱分析了胆碱对细胞磷脂 ＰＣ 和 ＰＥ 的

影响。 结果如图 ４ 所示， 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 胆碱处理组相

比， 随着胆碱浓度的增多， ＰＣ 含量也呈增加趋势，
并呈现浓度依赖性， 其中 ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 胆碱组增加显著

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＰＥ 的含量在 ３０ 和 ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 胆碱处理

下也显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 以上结果表明， 补充胆碱

可以影响奶牛肝细胞的磷脂合成， 增加细胞 ＰＣ 和

ＰＥ 含量。
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Ａ． 细胞脂滴油红 Ｏ 染色； Ｂ． 细胞脂滴直径测定； Ｃ． 细胞活力测定； 不同小写字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 下同。

图 １　 不同浓度 ＮＥＦＡ 处理对细胞脂滴形成和细胞活力的影响

Ａ． 细胞脂滴油红 Ｏ 染色 （标尺＝ １０ μｍ）； Ｂ． 细胞脂质含量测定； Ｃ． 细胞脂滴直径测定； ∗表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 下同。

图 ２　 不同浓度胆碱缺乏对脂滴大小和数量的影响
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Ａ． 油红 Ｏ 染色脂滴 （标尺＝ １０ μｍ）； Ｂ． 脂滴平均直径； Ｃ． 脂滴平均数量； Ｄ． 脂滴大小分布比例。

图 ３　 不同浓度胆碱对牛肝细胞脂滴形成的影响

Ａ． 薄层色谱分析细胞磷脂； Ｂ． 细胞 ＰＣ 的相对含量； Ｃ． 细胞 ＰＥ 的相对含量； ∗∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 下同。

图 ４　 不同浓度胆碱对奶牛肝细胞磷脂含量的影响

２􀆰 ５　 胆碱对奶牛肝细胞自噬蛋白表达的影响

ＬＣ３、 Ｐ６２ 蛋白是检测自噬水平的重要标志物，
在添加 １５、 ３０ 和 ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 胆碱后， 自噬标志物

ＬＣ３－Ⅱ ／ ＬＣ３－Ⅰ的比值显著增加 （图 ５Ａ、 Ｂ）， 而

Ｐ６２ 蛋白的表达显著降低 （图 ５Ｃ） （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 这一

结果表明， 无胆碱时自噬活性受到抑制， 而补充胆碱

能够激活奶牛肝细胞的自噬活性。
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Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析； Ｂ． ＬＣ３－Ⅱ ／ ＬＣ３－Ⅰ； Ｃ． Ｐ６２ 蛋白表达水平； ∗∗∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。

图 ５　 不同浓度胆碱对牛肝细胞脂自噬蛋白表达水平的影响

３　 讨论

在体外培养的细胞中， 脂滴生成数量很少或几乎

没有。 为模拟奶牛围产期体内脂肪肝形成环境， 一般

在培养基中加入 ＮＥＦＡ 以加速脂滴积聚［９］。 从本试验

可以看到， 随着 ＮＥＦＡ 浓度的增加， 脂滴逐渐积聚增

多和直径变大， 由于非酯化脂肪酸的毒性， ＮＥＦＡ 浓

度过大会引起细胞大量死亡， 因此综合细胞活力和脂

滴积聚的结果， 选择了 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮＥＦＡ 处理细胞

进行后续试验。
胆碱是构成细胞膜的基本成分， 是体内合成 ＰＣ

的重要底物。 研究表明， 高产奶牛在分娩前后可能缺

乏胆碱， 这会对肝脏功能， 特别是极低密度脂蛋白

（ＶＬＤＬ） 的合成和分泌产生不利影响， 而在围产期

补充胆碱可以减少甘油三酯在肝脏中的储存［１０］。
ＶＬＤＬ 的装配或肝细胞分泌需要磷脂酰胆碱， 如果磷

脂酰胆碱的含量不足会诱发肝细胞成脂肪肝， 所以当

磷脂酰胆碱受到限制时， 补充胆碱可以提高 ＶＬＤＬ 的

合成速度， 从而帮助围产期奶牛的肝脏处理多余的脂

肪， 让甘油三酯能顺利转移出肝脏［１１－１２］。 本试验发

现， 体外培养的奶牛肝细胞在胆碱缺乏时， 细胞脂质

含量和脂滴直径明显增大， 这表明肝细胞在缺乏胆碱

时会造成脂滴的异常积累。 添加不同浓度的胆碱后，
发现奶牛肝细胞中脂滴的直径呈现剂量依赖性降低。
刘喆佳等［１３］发现， 胆碱浓度在 ０～１５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 范围内

时， 随着胆碱浓度增加， 牛肝细胞内甘油三酯的含量

显著降低， 这与本研究结果一致。 进一步分析脂滴的

比例发现， 胆碱能够影响不同直径脂滴的分布比例，
表明在体外培养的牛肝细胞中， 胆碱能够调控细胞脂

滴的大小。
脂滴是细胞内脂质储存的主要场所， 其核心是甘

油三酯， 外围包裹着一层脂滴膜。 在细胞脂滴生长过

程中， 磷脂等脂质会被添加到脂滴膜上， 研究发现磷

脂的生物利用度和组成成分的改变会对脂滴的大小产

生影响［１４］。 在大多数组织中， 当胆碱利用受到限制

时， 会破坏肝磷脂酰胆碱合成的稳态， 而细胞内甘油

三酯的含量和分解酶的活性受到胞内 ＰＣ 稳态的影

响， 补充胆碱使 ＰＣ 含量上升， 影响脂滴膜的流动性

和稳定性［１５－１６］。 在本研究中， 通过磷脂分析发现，
随着胆碱的增加， 胞内 ＰＣ 的含量也随之显著增加，
这表明胆碱可能通过影响细胞 ＰＣ 等磷脂对细胞脂滴

的大小发挥调控作用。
自噬是一种细胞自我降解的过程， 可以靶向受损

的蛋白或者细胞器等形成吞噬泡， 并与溶酶体融合后

降解并被回收［１７］。 ＬＣ３ 是自噬通路中的关键标志物。
可分为 ２ 种类型， 分别为 ＬＣ３－Ⅰ和 ＬＣ３－Ⅱ。 ＬＣ３－
Ⅰ主要存在于细胞质中， 而 ＬＣ３－Ⅱ主要存在于自噬

体及自噬溶酶体膜上。 当自噬受到激活时， ＬＣ３－Ⅰ
在自噬基因的作用下与磷脂酰乙醇胺偶联， 将无活性

的 ＬＣ３－Ⅰ转化为脂质化活性形式 ＬＣ３－Ⅱ， 活化后的

ＬＣ３－Ⅱ具有促进损伤细胞自噬的功能， 因此 ＬＣ３－
Ⅱ ／ ＬＣ３－Ⅰ的比值高低可用于检测自噬的发生［１８］。
作为一种重要的自噬受体蛋白， Ｐ６２ 可以与自噬膜

ＬＣ３ 蛋白和泛素蛋白结合， 进一步将泛素化的降解物

募集到自噬体中进行选择性降解， 导致细胞 Ｐ６２ 水

平降低。 因此， 一般认为 Ｐ６２ 水平的降低意味着自

噬溶酶体的形成和自噬降解的发生， 而 Ｐ６２ 水平升

高表明自噬体不能与溶酶体结合， 抑制自噬［１９］。 在

本研究中， 添加 １５、 ３０ 和 ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 氯化胆碱后，
ＬＣ３－Ⅱ ／ ＬＣ３－Ⅰ的比值逐渐增加， 而 Ｐ６２ 的表达逐

渐减少， 这表明胆碱能够激活细胞的自噬活性来调控

脂滴的大小。 近年来发现一种新的选择性自噬形式脂

自噬， 脂自噬可以选择性地吞噬脂滴［２０］。 胆碱在肝

脏中转化成磷脂酰胆碱， 磷脂合成途径是自噬体的膜

·０７· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ７



磷脂来源［２１］， 因此磷脂酰胆碱的合成和降解对自噬

体的形成至关重要。 研究也发现， 自噬相关蛋白的表

达可能影响脂滴自噬体的形成［２２］。 本试验发现， 补

充胆碱会刺激自噬通路中的关键标志物 ＬＣ３－Ⅰ向

ＬＣ３－Ⅱ的转化， 下调底物蛋白 Ｐ６２ 的表达， 表明胆

碱激活了自噬活性， 而脂滴自噬是细胞通过自噬途径

清除脂滴的过程， 因此自噬可能是胆碱调控脂滴大小

的一个重要途径。

４　 结论

本试验通过胆碱处理奶牛肝脏细胞， 发现缺乏胆

碱会引起奶牛肝细胞脂滴直径增大， 而补充胆碱可促

使脂滴表型的恢复， 并且上调细胞磷脂含量和激活肝

细胞自噬活性， 这为胆碱在治疗围产期奶牛脂肪肝上

的应用提供了理论依据。
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